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© Procede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lactoserum et d'un aliment 
hypoallergeniques. 

© Pour fabriquer un hydrolysat de proteines de lactoserum a allergenicite reduite, on fait subir a un hydrolysat 
enzymatique d'un produit lactoserique, d'abord un traitement thermique, puis une seconde hydrolyse par une 
enzyme proteolytique. Dans ces conditions, les proteines mineures restees intactes apres la premiere hydrolyse 
et qui constituent des allergenes sont degradees en peptides. 

L'hydrolysat obtenu est destine a etre incorpore dans des preparations alimentaires a usage dietetique, en 
particulier dans les formules infantiles. 
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Precede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lactoserum et d'un aliment hypoaliergeniques 

La presente invention a pour objet la preparation de produits alimentaires a allergenicite reduite. 
On sait que les phenomenes d'allergies au lait de vache et aux laits adaptes aux besoins du petit enfant 
qui en contiennent sont dus au fait que les proteines du lait de vache d'origine lactoserique different des 
proteines du lait maternel et peuvent constituer des allergenes. Parmi celles-ci, les principaux allergenes 
s reccnnus sont en majorite ralphalactalbumine (aLA) et la betaiactoglobuline (bLG), et en minorite les 
immunoglobulines (en particulier IgG) et la serumalbumine (BSA). 

On a cherche a eliminer leur allergenicite en les transformant en peptides par hydrolyse. 
Selon le brevet des Etats-Unis No 4.293.571, on prepare un hydrolysat de proteines par hydrolyse 
pancreatique, on coagule les proteines non hydrolysees par un traitement thermique, puis on soumet 
w I'hydrolysat a une ultrafiltration de maniere a eliminer les proteines residuelles coagulees et les macropepti- 
des qui pourraient constituer des allergenes. 

On a egalement propose, par exemple selon Blatt et coll., Anal. Biochem. 22 : 161-165 ou la demande 
de brevet europeen No 22.019, d'effectuer I'hydrolyse des proteines lactoseriques directement dans une 
installation d'ultrafiltration et de recueillir les peptides au fur et a mesure de leur formation. Dans un tel 
75 reacteur a membrane, les proteines non hydrolysees restent dans le retentat qui est recycle vers le 
compartiment d'hydroiyse pour etre k riouveau hydrolyse. II apparait que, meme dans ces conditions, ii 
. n'est en pratique pas possible d'hydrolyser completement toutes tes proteines du lactoserum. La serumal- 
bumine par exemple s'accumuie dans le reacteur d'hydroiyse. Les differentes especes d'immunogiobulines 
resistent egalement a I'hydrolyse par les enzymes pancreatiques et ne se scindent que partiellement Les 
20 gros fragments ou macropeptides obtenus par hydrolyse de I'immunogiobuline de colostrum bovin (IgG) 
par la trypsine ou la papaihe maintiennent I'essentiel de I'allergenicite de I'lgG. 

En resume, ii est admis qu'il n'est pas suffisant de degrader I'aLA et la bLG, car le BSA et I'lgG 
constituent des allergenes pour I'homme et ont ete decrits comme teis. Avec les methodes de separation 
physique connues, les proteines mineures de haute valeur nutritionnelle sont perdues. 
25 L'invention a pour but de proposer un procede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lait 
animal pratiquement exempt d'allergenes d'origine proteique, dans lequel on hydrolyse enzymatiquement 
un produit lactoserique. 

C'est ainsi que le procede selon l'invention est caracterise par le fait que I'on traite thermiquement 
Thydrofysat enzymatique en solution auqueuse a 80-100* C pendant 3 a 10 min. a un pH de 6 a 8, que Ton 
30 refroidit I'hydrolysat a 40-60 * C, puis qu'on le soumet a une seconde hydrolyse avec une enzyme 
proteolytique de maniere a hydrolyser les proteines mineures restees intactes apres la premiere hydrolyse, 
puis on inactive ('enzyme thermiquement. 

Un avantage determinant du procede selon l'invention est qu'il n'est pas necessaire de recourir a 
['elimination de proteines residuelles de haute valeur nutritionnelle par separation physique. 
35 L'hydrolysat obtenu est particulierement destine a ralimentation des petits enfants a risques d'allergie 
ou a allergie acquise. 

Dans le present expose, le terme "allergene" est a comprendre comme "proteine ou macropeptide 
susceptible de declencher des reactions allergiques chez des sujets, notamment des petits enfants ou des 
nourrissons sensibles". On considere qu'un hydrolysat ou un aliment contenant un tel hydrolysat est 

40 hypcallergenique lorsqu'on ne peut plus deceler la presence de proteines ou de gros fragments ou 
macropeptides de poids molecuiaire > a environ 10.000 par les methodes anaiytiques habituelles, par 
exemple par chromatographie liquide haute performance (HPLC), par electrophorese de zone en gel de 
poiyacrylamide (SDS-PAGE) ou, lorsque ces methodes ne permettent plus de mettre en evidence des 
antigenes proteiques ou macropeptidiques, par des methodes immunologiques, par exemple par double 

45 immunodiffusion (ID). 

Pour mettre en oeuvre le present procede, on peut partir de tout hydrolysat enzymatique d'une matiere 
premiere lactoserique contenant les proteines du lactoserum. Cette matiere premiere peut etre un lactose- 
rum de fromagerie, notamment un lactoserum doux tel que celui resultant d'une coagulation de la caseine 
par !a presure, un lactoserum acide provenant de la coagulation de la caseine par un acide ou les ferments 
50 acidifiants ou encore un lactoserum mixte resultant d'une coagulation acide et presure. 

Cette matiere premiere peut etre un lactoserum demineralise par echange d'ions et/ou par eiectrodialy- 
se. Ce peut etre un concentre de proteines de lactoserum plus ou moins delactosees, obtenu par exemple 
par ultrafiltration sui'vie le cas echeant d'une dialyse. La matiere premiere peut etre encore une combinaison 
ces matieres premieres precedentes et de lactose. Elle peut se presenter sous forme de solution aqueuse, 
vraie ou colloVdafe, ou de poudre. Dans ce dernier cas, on dissout la poudre dans de Teau, de preference 
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optimale pour I'activite hydrolytique et on ajuste le pH de preference a env.ron , M 
20 solution aqueuse d'une base. hvdm|vse „ uvent varie r. Dans un premier mode de realisation, on la 

« Solution aquouse contonant <los riurine. nydiMduUe. 01 dos °" s,<:he - 

^'SS^SES— D» -»* - pa-s o, p»rcon,a 9 0 S „„,. - 



30 



35 



indiquees ci-apres: 
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Revelateur: coomassie bnllant bleu G-2 iO % SDS 

Solution tampon de relectrophorese . 0.025 M ^ ,s . °^ g y ng une solution tampon aqueuse contenant 
Preparation des echantillons: on d.sperse Jj^j*^^ rapidement jusq u'a 100* C. On precede 
1% de SDS et de dithiothreitol ^t^Z^nnZse 2M de tampon Tris de P H 8 (18 mg dans 0. 

5 ,a M ° et ,,a,ky,ation de man a 

montrer les proteines a I'etat non-redu.tes^ BSA, aLA et bLG. La limits de detection 

" de3 » d Son Oniony, o. Acta. Microbiol. ft«L » : 507. d» S * condi«on S W *i— 

specifiques ci-apres: 

Conditions 

Barametre (polds /volun.e> . agar 

phosphate, pH 7,2 

sur film fixant (produit LKB 
Gels d'agar No 1850-102) 



20 



25 



35 



40 



Biametre des orifices (.) 3 r _ 250 

Colorado* des gels laves s ll^j^?<^< 

acide acetique 45/45/10, 
% volume/ volume) 

it 

M 

fl 

Decoloration 

M , ho de: L^antil.on no,di,ue est co^tue Tr ^^^^^ZT^{ 
precede a des dilutions successwes de ^ «• « ment anti . bLG , a nti-aLA. anti-BSA et 
fechantillon. d'autre part avec les ^J^^^X initiale de I'echantillon. La detection de la 

9t bLG est voisine de 20 
Sensible de la methode: la ^*"%Z^££^%> ug/ml. 
ugftnl (volume de .-echantU.on 1C '^^^.^Slt 35 : 671. et Bican, P. et co.,.. 1982. 

HI/HPLC: selon Diosady, L.L. et con. isou, 
MHciSschaft 37 : 592. e de pjc pouf le BSA et HgG apres la seconde 

L'analyse sur colonne TSK Juuu w lu conditions ci-apres: 

« hvdrolyse par comparaison avec les protemes .ntactes dans les cona.t.o 
Solvant: solution tampon, 0,05 M Tns mu, 4 "9" 
Echantillon: 1 mg d'hydrolysat ou de proteme (temo.n) 
Detection: 280 nm, debit 1 ml/mm 
Temperature de la colonne: 20 C 
50 Condition de gradient isocratique. 



Exemple 1_ 



55 



teneur en matieres seches de 30 A. composition suivante. 

La poudre de lactoserum dem.neral.se m.se en oeuvre a .a co w 
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Proteines (N x 6,38) 

Matieres grasses 

Lactose 

Cendres 

Humidite 



11,9 
0,8 
81 
2,8 
3,5 



75 



20 



25 



30 



35 



utilisam una solution aq u9US8 T KOH ,N « n I T . ! ^'J 1 ^ *°PP0 4 PH 7.5 m 

con,pen S a 1 ,onau Bmil ,rr«:rne 11°;^' KOh' V u Sof 6 "' "~ ™ *— ' P " 
a 55 C. apras qU oi on „■««„. plus * reaction ScoiaMa paSon " PC "" SU " BM "* 4 h 

On separe I'hydroiysat en quatre portions egaies- 

min. nyaroiysat a 70 C en 1 mm. et on maintient cette temperature pendant 5 

1c: On chauffe 20 m. d'hydroiysat a 80'c en 2,5 min. et on maintfent cette temperature pendant 5 
id: On chauffe le reste de .'hydro.ysat en 4 min. a 90 ' C et on maintient cette temperature pendant 5 

On refroidit rapidement les hydrolysats 1b 1c et id a «5<5"r n„\* «„ • * .i - - 
reacteurs. Dans chaque reacteur on Lute \o mn It , P * ° S mtr ° duit se P a «ment dans des 
poursuive pendant 1 h S' c a oH 7? J a, 9 T" 6 precedente ' P uis ™ Wsse la reaction se 

On ajoute aiors 6 mg de ST, f ^ZfZ^x TT"?'? * """^ d ' Ce ' ab ' e par titration - 
nydroiysats obtenusLt ^^^^22^ J et 1g S SBPa " ment ^ ' y ° PhiliSati0n - Les 

Tableau 1 



40 



45 



50 
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Echantillons 


8SA 


igG 




par 


par ID 


par ID 




SDS-PAGE 






1a 


+ + + 


1/32 


1/64 


1b 


+ + + 


1/32 


1/16 


tc 


+ + + 


1/8 


1/1 


id 


+ + + 


1/8 


0 


le 


+ + + 


1/32 


1/32 


if 


+ 


1/8 


1/1 


10 


0 


0 


0 


Legende: 








+ + +: £ 1 ug dans 10 ug Nt 






+ : £ 0,1 ug dans 10 ug Nt 






0: non detectable, < 0,1 ug dans 10 ug Nt 
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Resultats: 



Mors que les titres par ID sont: 



aLA: 


1/256- 1/512 


bLG: 


1/512-1/1024 


BSA: 


1/8 - 1/32 et 


IgG: 


1/8 - 1/64 

1 



^■^ZZtTl^ pou, <al,e ,« eons« S pa, » proves BSA e« 

seconde hydrolyse (1f, ig). 



20 



Exempie 2 



25 



iJ SSSK."- ~ a ,a c OT po* « 



30 



35 



40 



45 





% 


Proteines (N x 6,38) 
Matieres grasses 
Lactose 
Cendres 
Humidite 


77,2 
8 
3 

7,3 
4,5 



una solution aqueuse de KOH 2N. _ A (AU)/g d9 maniere a mitier 

On ajoute 7,5 g de trypsine pancreafque de force 3 ^ P 8 hydrolyMt a 90 *C par 

l-hydrolyse et on poursuit la reaction pendan : Mi a . X u Apres refroidissement a 55 C on 
injection de vapeur et on .e maint.ent ^^^^^ aqueuse de KOH 2N. On introduit alors 

retablit le P H a 7.3 par compensat.cn automat.que ave une sou»j ^ pQursuit pepdant 

2 g de trypsine porcine (force 6 AU/g) de —a ^ kUi ^ t pendant 10 min. a 
? h avec compensation automattque du pH. On traite ensuite e _ m 



50 



55 
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Tableau 2 



Echantillon 



2a 
2b 
2c 
2d 
2e 
2f 

2g 



Stade d'hydrolyse Traitement 
/ dur ee ( min ) thermique 

apres le 
ler stade 
temperature 
( 8 C)/duree 
(min) 

ler/25 
ler/70 
ler/180 
ler/240 

ler/240 90/5 
ler/240+ 90/5 
2eme/60 

ler/240+ 90/5 
2eme/60 



Traitement 

thermique 

apres le 

2 erne stade 

temperature 

{°C)/duree 

(min) 



90/10 
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Suite du tableau 2 



Echantillon 



Titre ID pour 



JO 



15 



20 



2a 
2b 
2c 
2d 
2e 
2f 
2g 

Controle = 
WPC de depart 



aLA 

1/16 

1/2 

1/1 

1/1 

1/1 

0 

0 

1/1048 



BLG 

1/8 

1/2 

1/1 

1/1 

1/1 

0 

0 

1/1048 



BSA 

1/32 

1/32 

1/32 

1/32 

1/4 

0 

0 

1/64 



IgG 

1/64 

1/32 

1/32 

1/32 

1/1 

0 

0 

1/128 



25 



Legende ; 

- Absence de traitement thermique 
1: concentration -initiale avant dilution, 
25 mg/ de matieres seches/ml 



Resultats: 

40 



45 



„ ress „„ d u 2 prfcthn. - seule I, dcbte hydros avac « 8 n, 8 n, Mmtfdtt. 

■"SSS^'SSSI -rpTIL-s —pondan, a„ BSA n 9 p« «. 

detectee pour les echantillons 2f et 2g. 



Example 3 

on dispel 25 4, 6 Kg do DWP. 9 ..3 « de WPC « ,0M « d S ,ac«o S o de a,a« a" dans 800 

50 kg d'eau demineralisee a 60 C, 

Le lactose mis en oeuvre a la composition suivante: 



55 
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% 


Proteines (N x 6,38) 


0,5 


Matieres grasses 




Lactose 


94,5 


Cendres 


0,1 


Humidite 


4,9 



d'HC: a s-m # r hL * .. . UbP) dls P erse e clans une solution aqueuseOOl M 

chalet, . ptaqoM de maniare a ,e chauffer rapidement a SO'C. de IS un Sa dinS <X M 

tube d'aneme « dhW an seaiona qui penmen, daa dureea tfaae* p^reasrt-ea d £ . mL 

La poudre obtenue a la composition suivante: 





% 


Peptides 


23 


Lactose 


68 


Cendres 


4 


Matieres grasses 


2 


Humidite 


3 



Le degre d'hydrolyse, azote x 100 / azote total (Nt) est 18% et le Nt 3 56% 

y^Z^^^S^^Z E?r 9 T bandeS r t ^^ «~ *■ marges de prod.it de 
aux chatnes H et L des IgG^u ati ou au n^G o!"' T TT ^ ^ co ^^ «« BSA. 
pres de I'extremite anodique du °" ^ banda C0 '° ree diffuse due aux 9' 0S 

parti/uNer * ^ ^ nnflUenCe dU tempS d " attente lors d * * seconde hydrolyse. sur ,e BSA en 
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10 
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Tableau 3 



Echantillon 



3 a (controle sans 2eme hydrolyse) 
3b 
3c 
3d 
3e 
3f 

3g (avec traitement thermiqae final 125* C/2min.) 



Duree du 
temps 
d'attente (s.; 



Titres ID 1 



Legende: 



BSA 





1/8 


1/2 


1/4 


40 


1/4 


1/1 


0 


120 


1/1 


0 


0 


360 


1/1 ou 0 


0 


0 


720 


1/1 ou 0 


0 


0 


1080 


1/1 ou 0 


0 


0 


1080 


0 


0 


0 



bLG 



BSA par 
SDS-PAGE 
(Charge 500 ug) 



+ + + 
+ 
0 
0 
0 
0 
0 



20 



i , .nnnsntration initiate avant dilution est 100 mg de matieres seches /ml 



Resultats: 



25 



30 



uuata. 

min.. la bands n'es. plus detectable prat, queme ntPa de m ^ (nanogramn,.). On peut 
intactes apres la premiere hydrolyse a lieu relativement rapidement. 



35 Exempie 4 

O. precede ccme a —ple 3. - *. ^J^^^^SttX 
est la moKM. (» qui represents 75% de la quanme <°<f d e J 2 »™ «,„ rnin. d'attente. Par consequent, la 
. EZ^^^'^ZZZ" tem'ps ,a,en,e lets de ,a seecnde n,drcl ¥ se 

augmente. 



Exempie 5 

45 



On precede contme a 3. -^^.^^I^^S™ W 
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Exempie 6 

On^tenoeuvrelarnernen^req^ 

^r;^. - - "* ,a chuM ds pH p * 

^TtanTui* passe, r n,dro,ysa, dans un .cbanoeu, de enaeur a plaques qui le «*» a 90 0 

pendant 5 min. puis on le refroidit a 55 C. 
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a 55°cTr,T™l' 9 , "J ( '. a * llems " , « "W Itanvquemem dans le reactou, o^osiats 

du pH pa ad»nderaH S 2N *" "» S °'* n d ' HC ' 0,01 M ' °" ~ 



Exemple 7 



Exemple 8 



avec un temps d'attente dl ^ n , a " 9e P recedent - A P™ prechauffage a 80 *C 

avcv un temps aattente de 5 mm., on sterilise ensute le liquide obtenu a 1?<?V r, Bn w»^ o • 
injection directe de vapeur on le refroidit h 7n' r nar haJ 2 pendant 2 mm. par 

en 2 etapes d'abord a 200 bar to h r ™ ? f 9 "?^"? "1 Vase d ' ex P a ™on. on I'homogeneise 

puMrtaton T 9 ' ,hom °9 ene,ss en « passage a 165-170 bar, et on .e seche par 

La poudre a !a composition suivante: 





% 


Peptides 


12,5 


Matieres grasses 


26 


Hydrates de carbone 


56,2 


dont Lactose 


39,3 


Maltodextrine 


10.8 


Amidon 


6,1 


Mineraux 


2,3 


Vitamines et oligo-elements 


traces 


Humidite 


3 



Exemple 9: 
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% 


Peptides 


1,6 


Matieres grasses 


3,4 


Hydrates de carbone 




dont Lactose 


5,2 


Maltodextrine 


1,4 


Amidon 


0,8 


Mineraux 


0,3 


Vitamines et oligoelements 


traces 


Eau 


79,9 



75 



Revendications 

1 Precede de preparation d'un hydrolysat de proteines de lait animal pratiquement exempt d'altergSnes 
d'origine P rSi q ue P da P n S lequel on hydrolyse enzymatiquement un produit £^%^^ 3 ? 
o « q 9 ue .'on traite «-«!^^ Sumet a^neseconde 

« ,e P^ttSST^S^ demineraiise, ,es concentres de lactoserum demineral.se et leurs melanges, le 
~t^^J£?Z*^ 1. earache par ,e fait que Pon 

choisie parmi la trypsins, ,a chymotrypsine, un meiange de trypjne , ^^^^ ^ ar 

4 Procede selon la revendication 1, caractense par le fait que hydrolyse enzymauque 

" "^Vt^^^ la mise en oeuvre du precede selon I'une des indications - a 6. 

8'^rdf^pilon d'un aliment h»poa„e-can, qu e. catacterise pa, »™J»>™%£Z 

inae'vee, caracterise par le fait que Con inactive Penzyme thernmquement lors de la preparation 

'■"T Precede selon la revendication 9. caracterise par ,e fait que Pon inactive jJZK 
45 a 75-85- C pendant environ 5 min.. puis par sterilisation a ultra haute temperature et on cond.t.onne 
produit a I'etat liquids de maniere aseptique au lieu de le , wcher re vendications 8 

11. Aliment hypoallergenique obtenu par la mise en oeuvre du proceae seion 

\z Utilisation d'un hydrolysat selon la revendication 7 dans «es preparations alimentaires a usage 



a 10 



50 dietetique. 
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